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論文内容の要旨
【目的】
プレセニリンー1 は家族性早期発症型アルツハイマー病のもっとも大きな原因遺伝子であるとされているが，それが
アルツハイマー病を引き起こす機構については未知のままである。ヒトでのプレセニリン 1 の発現は全身の臓器に渡
ると報告されている反面，この遺伝子の異常により痴呆症状以外の異常が出現したとの報告はなし」また疾患の治療
法の確立にはモデjレ動物が必須と考えられるが，アルツハイマー病に関しては，未だ適当なものは報告されていない。
本研究では，アルツハイマー病が痴呆症状を引き起こす機構の解明，診断法，治療法の確立，アルツハイマー病の
モデ、ルマウス作製に役立てるため，マウスのプレセニリンー1 遺伝子の全塩基配列を決定し，その転写調節機構につい
て解析した。
【方法ならびに成績】
1 .マウスプレセニリン 1遺伝子の単離
マウスプレセニリン 1 cDNA のエクソン 2 ， 3 , 4 部分を PCR にて増|幅し，それをプロープとして Lambc1a FixIl 
マウスジェノミックライブラリーをスクリーニングした。陽性であった 4 種のクローンはプロモーター領域を含んで
いなかったので，その 5' 端の塩基配列から PCR primer を作成し， Pl ファージマウスジェノミックライブラリーを再
スクリーニングした。得られた Pl ファージのうち l 本が遺伝子の全長を含んでいることを， PCR にて確認した。
2. 全塩基配列の決定
得られた1'1 ファージを Ecoln もしくは Hinc1 II1 で完全切断し，それぞれプラスミドベクタ- pBluescript I KS 
(+ )にサプクローニングした。各インサート両端の塩基配列より約20 Bp のオリゴヌクレオチドを合成し，それらを
yロ - ~.l" としてコロニーハイアリダイゼーションにてコンテイ rク-'!'ップを作成した。それぞれのプラスミドをシーク
エンシングすることによりプロモーター領域からポリアデニレーションシグナルまでの全血基配列を決定した。この
配列とマウスプレセニリン 1 cDNA の出基~=~ê列を比べることにより，エクソン/イントロン構造を決定した。
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3. 転写開始位置の決定
マウス脳 cDNA ライブラリーと Exon 2 上のプライマー， リンカープライマーを用いて5'RACE にて転写開始位置
を調べた結果，マウスのプレセニリン 1 遺伝子は 2 つの異なる転写開始位置 (+1 ， +411) と 3 種類の第一エクソンを
持つことが分かった。
4 .プロモータ構造の解析
PCR にてプロモーター領域の特定部分を増幅し，プロモーターを持たないルシブエラーゼ、発現ベクター (pGL3) の
上流に挿入した。得られたプラスミドをリポフェクチン法でマウス神経芽細胞腫細胞 Neuro2A に感染させ， 24時間培
養後にルシアエラーゼ活性を測定することにより，挿入部分のプロモーター活性を調べた。その結果，転写開始位置
の一つを含む533 Bp の領域が最大のプロモーター活性(100% と定義)を持つことが分かった( -327'"'-'+206，最大活
性プロモーター)。ヒトのプレセニリン-1 プロモーターと相同的な25 Bp の領域は，それ自体14%の活性を持ち，その
領域を除くとプロモーター活性が失われることより，プロモーターの核であると考えられた( -9'"'-' 十 16，核プロモー
ター)。もう一つの転写開始位置 (+411) を含む領域は有意なプロモーター活性を持たず，両転写開始位置からの転写
は同一のプロモーターにより制御されていることが示唆された。
5 .細胞種別プロモータ活性の測定
マウス Embrionic Carcinoma 細胞 P19 を0.5μM All-trans Retinoic Acid で神経細胞様に分化させた (P19N) 。同
様に， 1 %DMSO を用いて筋細胞様に分化させた (P19M) 。これらに加えて， Neuro2A，マウス線維芽細胞 NIH3T3
の 5 種類を用いて，核プロモーターと最大活性プロモーターの活性を測定した。その結果，核プロモーター自体，神
経細胞に類似の細胞ほど高い活性を示すことが示された (Neuro2A>P19N > P19 > P19M > NIH3T3) 。その傾向は最
大活性プロモーターにおいてさらに強く，遠位の神経性活性化因子の存在を示唆した。
【総括】
1 .マウスのプレセニリン 1 遺伝子を単離し，そのプロモーター領域からポリアデニレーションシグナルまでの全塩
基配列を決定した。
2. マウスのプレセニリン 1 遺伝子は 2 つの異なる転写開始位置と 3 種類の第一エクソンを持つことが分かった。
3. 両転写開始位置からの転写は， 同一のプロモーターにより制御されていることが示唆された。
4. このプロモーターは神経系の細胞で強い活性を示す。
論文審査の結果の要旨
プレセニリン-1 は家族性アルツハイマー病の最も大きな原因遺伝子であり，今後アルツハイマー病一般の診断，治
療を研究していく上でのモデルともなりうる。しかしそれがアルツハイマー病を引き起こす機構については，未だ解
明されていない。ヒトでのプレセニリン 1 の発現は全身の臓器に渡るとされている反面，この遺伝子の異常により痴
呆症状以外の異常が出現したとの報告はない。また疾患の治療法の確立にはモデル動物が必須と考えられるが，アル
ツハイマー病に関しては未だ適当なものは報告されていない。
本研究ではマウスのプレセニリン-1 遺伝子を単離し，その全塩基配列を決定した。またそれが 2 つの異なる転写開
始位置と 3 つの異なる第一エクソンを持つこと，両転写開始位置からの転写は同ーのプロモーターにより制御されて
いること，そしてそのプロモーターは神経性の細胞で強い活性を示すことを示した。
この研究成果はアルツハイマー病が痴呆症状を引き起こす機構の解明，診断法，治療法の確立，アルツハイマー病
のモデルマウス作製のために極めて重要なものである。よって学位の授与に値すると考えられる。
